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要約
PrP の N末端領域である PrP-(23-98)が，NADPHやATPと Cu2+イオン共存下で凝集するこ
とが報告されていることから，AMP, ADP, CTP, GTP そして UTP といったヌクレオチドで
PrP-(23-98)の凝集が誘導されるか調べた。NADPH や ATP と同様に，CTP，GTP，そして
UTPで PrP-(23-98)の凝集が誘導された。また，ADPでも凝集が誘導されたがその効果は少し
弱かった。一方，AMP では凝集は全く認められなかった。これらの結果は，凝集の誘導には
2～3 個のリン酸基が必須であることを示していた。次に，ADP, CTP, GTP そして UTP といっ
たヌクレオチドと Cu2+イオン共存下で生成した凝集体の細胞傷害性をNeuroblastoma N2a 細胞
を使って調べた。Cu2＋イオンとヌクレオチド共存下で生成した PrP-(23-98)の凝集体には，細
胞傷害性が認められた。加えて，NADPH と Cu2+イオン共存下で生成した凝集体を使って





It has been reported that PrP- (23-98), an N-terminal portion of PrP, aggregates upon
incubation with NADPH or ATP plus copper ions. To extend these observations, we tested if
AMP, ADP, CTP, GTP and UTP could induce aggregation of PrP- (23-98). Similar to two
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nucleotides, CTP, GTP and UTP plus copper ions are also effective in provoking the
aggregation of PrP-(23-98). ADP was also effective, but to a lesser extent. Since AMP did not
induce aggregation, it is likely that the presence of three or two phosphate groups on the
ribose is essential for the observed effect. The toxic effect of PrP-(23-98) aggregates were
assessed in Neuroblastoma N2a cells. Similar to aggregates formed with ATP or NADPH, we
found that aggregates formed with ADP, CTP, GTP or UTP plus copper ions were toxic. Next
we assessed the effect of treatment with aggregates on initial morphological changes of
Neuroblastoma N2a cells, as these cells extend neurites rapidly in response to serum
withdrawal and by the addition of dibutyryl cyclic AMP. Neuroblastoma N2a cells treated
with PrP-(23-98) produced numerous long neurites in a manner similar to that found in the
control cells (control, 50. 5µm; PrP- (23-98), 55. 8µm). In conrast, Neuroblastoma N2a cells
treated with the aggregates at 2 and 4 µM failed to develop neurites as compared with cells




型の生成機構には不明の点が多い。生成機構は prion initiation（鋳型となる PrPScが存在しない
条件下での PrPCの PrPScへの変換）と prion propagation（鋳型となる PrPScが存在する条件下で
の PrPCの PrPScへの変換）からなり，これらの反応への PrPC以外の生体成分分子の関与につい








れている（Fioriti et al., 2007）。しかし，プリオンタンパク質の物理的状態と細胞傷害性の関係に
ついて理解を深めるには更なる研究が必要と考えられている。
プリオンタンパク質の領域と細胞傷害性の関係については，HuPrP-(23-141)を用いた研究か
ら ,プリオンタンパク質がアミロイド線維を形成するには 138-141 残基が重要であることが報告
されている（Kundu et al., 2003）。また，プリオンタンパク質の細胞傷害性には 106-126 と
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127-146 の両方の領域が重要であることも示されている（Fioriti et al., 2007）。一方，PrP-(23-98)
はこれらの特徴を欠く Cu2＋イオン結合領域を持つ N 末端の領域である。このような PrP-
(23-98)が NADPH あるいはATP と Cu2＋イオンの共存下で，PK抵抗性を示すアミロイド様の
非線維状の凝集体に変化することやその凝集体が細胞傷害性を示すことが報告されている








50mM MES 緩衝液中で，Cu2＋イオン存在下，非存在下で 10µM PrP-(23-98)を 25℃で 30 秒
間インキュベートした後，ヌクレオチドを加えて凝集の状態を吸光度（A550）の変化でモニター
した。細胞傷害性の実験には 50mM MES緩衝液中で，160µM Cu2＋イオン，40µM PrP-(23-98)
そして 500µM ヌクレオチドを加えて 25℃で 30 分間インキュベートして生成した凝集体を希釈
して用いた（Shiraishi et al., 2006；Shiraishi et al., 2009；白石 2012）。
3. PrP-(23-98)の細胞傷害性
対数増殖期にあるNeuroblastoma N2a 細胞を EDTA-トリプシン処理し，DMEM培養液で細
胞浮遊液を調製し（1.5～2.0 × 104細胞/ml），96 穴ポリ-D-リシンコートマイクロプレート
（Nalge Nunc）の各ウェルに細胞数が 3,000～4,000 になるように植えた。一晩培養後，培養液を
除き 137mM NaCl-5.4mM KCl-0.9mM CaCl2-0.5mM MgCl2-25mM glucose/30mM HEPES（pH
7.2）（Hepes-buffered saline, HBS）で洗浄後，同一の緩衝液で希釈した凝集体を PrP-(23-98)を
1～4µM加えて 1 時間インキュベートした。その後，DMEM-2%FBS 培養液を加えて更に 24 時
間培養した。24 時間後，各ウェル内の培養液を取り除きDMEM培養液-Cell Counting Kit 溶液
（同仁堂，容量比 9：1）を 100µl 添加し，更に 2時間培養した。2時間後，マイクロプレートリー
ダーを用い各ウェルの吸光度を 415nmで測定した（参照波長 630nm）（Shiraishi et al., 2009）。
4. Neuroblastoma N2a細胞の分化
Neuroblastoma N2a 細胞を poly-D-lysine でコートされた 35 mm シャーレ(BD Biosciences)
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で 24 時間培養した。培養後，HBSに懸濁した凝集体をシャーレに加えて 37℃，5%CO2の条件下
で１時間インキュベートした。インキュベート後，培地を無血清 DMEM-0.3mM dibutyryl







NADPH と ATP による PrP-(23-98)の凝集の促進作用が報告されていることから（Shiraishi
et al., 2006；Shiraishi et al., 2009；白石 2012），ADPやAMPなど他のヌクレオチドの凝集への影
響を調べた。PrP-(23-98)と Cu2+イオンまたはADPとの共存下では吸光度の変化はほとんど認
められなかったが（図 1A），Cu2+イオンとADP共存下では顕著な吸光度の上昇が認められた（図
1A）。次に，リン酸基の数が違う AMP の凝集への影響を調べた。AMP の場合，高濃度の
500µM でも凝集体の生成は認められなかった（図 1B）。ADP では高濃度ではATP と同じ程度
に凝集体の生成が認められたが（図 1B），低濃度領域では僅かであった（図 1B）。加えて，塩基の
構造の異なるヌクレオチドの CTP，GTP，そしてUTP の Cu2＋イオン共存下での凝集への影響
を調べた。100µMと 500µMともに CTP，GTP，そしてUTPで凝集が認められた（図 1C）。
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図 1 ヌクレオチドとCu2＋イオン共存下におけるPrP-(23-98)の凝集
A，凝集に伴う吸光度変化。50mM MES 緩衝液(pH 7.2)，40µM CuCl2，10µM PrP-(23-98)と 500µM



















調べた。Neuroblastoma N2a 細胞は，無血清下で dibutyryl cyclic AMP の添加により急激に神
経突起を伸長させる。PrP-(23-98)で処理された細胞では，コントロールと同じように，細胞は
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図 2 各種ヌクレオチド共存下で生成したPrP-(23-98)凝集体のNeuroblastoma N2a細胞への傷害性
HBS で稀釈した凝集体を Neuroblastoma N2a 細胞を培養した 96 穴マイクロプレートの各ウェルに加え
た。凝集体での処理 1時間後，DMEM-2％ FBS 培養液を加えて更に 24 時間培養した。培養後，WST-1 を用
いて細胞の生存率を測定した。Control，Hepes-buffered saline 処理；Cu2+，16µM Cu2+イオン処理；PrP-
(23-98)，4µM PrP-(23-98)による処理；PrP/Cu2+，4µM PrP-(23-98)と 16µM Cu2+イオン処理；他のカラ
ム，ヌクレオチドとCu2+イオン共存下で生成した凝集体による処理。データは平均値±標準偏差（n=3～4)。
*p ≦ 0.05（コントロールに対しての有意差）。**p ≦ 0.01（PrP-(23-98)処理群に対しての有意差）。
たくさんの神経突起を伸長させていた（Control，50.5µm；PrP-(23-98)，55.8µm）（図 3A，B；
表 I）。一方，凝集体で処理された細胞では，神経突起の伸長が著しく抑制されていた（2µM
aggregates，19.8µm；4µM aggregates，10.7µm）（図 3C，D；表 I）。




Control 50.5 ± 12.9
PrP-(23-98) 55.8 ± 13.0
2µM Aggregate 19.8 ± 11.8
4µM Aggregate 10.7 ± 3.0
図 3 Dibutyryl cyclic AMPによって誘導されるNeuroblastoma N2a細胞の分化への凝集体の影響
Neuroblastoma N2a 細胞を培養後，HBSに懸濁した凝集体をシャーレに加えて 37℃，5%CO2の条件下で１
時間インキュベートした。インキュベート後，培地を無血清DMEM-0.3 mM dibutyryl cyclic AMP に交換
して 37̊C，5% CO2の条件下で 24 時間培養した。図中のスケールバーは，10µm。A，Control；B，4µM PrP-





回の結果について表 II に示した（Shiraishi et al., 2006；Shiraishi et al., 2009；白石 2012）。凝集
を効果的に進める作用が認められたのは，NADPH，NADPH の類似体 nicotinamide adenine
dinucleotide 3’-phospate, nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate(NAADP)，ATP，CTP，
GTP，UTPの 7種のヌクレオチドであった。以上の 7種のリン酸基の数は三個であった（表 II）。





































報告がされている（Novitskaya et al., 2006；Novitskaya et al., 2007；Fioriti et al., 2007；Shiraishi
et al., 2009）。PrP-(23-98)はプリオンタンパク質の細胞傷害性に寄与していると考えられている
106-126 と 127-146 残基（Kundu et al., 2003）欠く断片であるが、NADPHやATPと Cu2＋イオ
ンの共存下で PrP-(23-98)から生成した凝集体が細胞傷害性を示すことが既に報告されている
（Shiraishi et al., 2009；白石 2012）。今回の結果から，新たにCu2＋イオンとADP，CTP，GTPそ
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